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Ⅰ 要約 
A（amyloid-；アミロイド）ペプチドの細胞外沈着物である老人斑は、AD
（Alzheimer’s disease;アルツハイマー病）患者脳の病理学的特徴の一つである。こ
の沈着物を高感度で検出するために、抗原賦活法としてギ酸処理法を用いた免
疫組織化学が一般的に使われてきた。本論文において、私は A抗原に対するより効
果的な抗原賦活法を提案する。AD および AD マウスモデル脳組織切片において、ギ
酸処理と共に PK（proteinase K;プロテイナーゼ K）による分解処理あるいは EDTA
（ethylenediaminetetraacetic acid；エチレンジアミン四酢酸）緩衝液を用いたオー
トクレーブ加熱処理を併用することにより Aの免疫反応性が増強された。さらに、
PK タンパク分解処理（P）、EDTA 緩衝液中でのオートクレーブ加熱処理（A）、ギ酸
処理（F）の順序でこれら３つの処理法を組み合わせること（PAF 法と呼称）で飛躍
的な免疫反応性の向上が得られた。私が新たに開発した PAF 法は、AD 脳において従
来のギ酸処理法では明確に検出されなかった様々な形態の A沈着物を高度に可視化
し、さらに AD およびマウスモデルの両方において多数の微小細粒状プラークの存在
を明らかにした。A沈着量の定量的分析の結果、PAF 法はギ酸処理法と比較して、
ヒト脳組織においては 1.86 倍、AD マウスモデル脳組織においては 4.64 倍の A抗原
賦活効果がもたらされることが明らかになった。従って、PAF 法は AD とそのマウス
モデルの A病理を研究する上で、最も鋭敏な検出感度をもたらす抗原賦活法である
可能性があると考えられる。 
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Ⅱ 研究背景 
AD（Alzheimer’s disease;アルツハイマー病）は進行性の認知症を呈する神経変性
疾患の一つである。AD 脳の主要な病理学的特徴として、老人斑と神経原繊維変化の
２つの病変が挙げられる。両病変の本態は、脳に分布するある特定の蛋白が異常な凝
集状態に陥り、脳組織に沈着蓄積したものである。例えば老人斑の場合、切断酵素
と切断酵素によって膜蛋白である APP（amyloid precursor protein; アミロイド前
駆蛋白）から切り出された後、細胞外に分泌される主にアミノ酸 40 ないし 42 残基か
らなるペプチドである Aが凝集沈着したものである 1-3)。Aは、疎水性の自己凝集性
ペプチドで、可溶性の単量体が凝集することにより、疎水性の線維状多量体である
A繊維を形成する。一方、神経原繊維変化は、細胞骨格を構成する微小管の付随蛋白
である tau が過剰なリン酸化を受け、神経細胞内で凝集沈着したものである 4-5)。こ
れらの病変は、AD 発症の原因なのか、あるいは結果なのかは、まだ完全には解明さ
れていないが、A凝集が AD 病理発生のカスケードの上流部分に関与しており、認知
症発症において重要な役割を果たしていると考えられている（アミロイドカスケード
仮説）6-8）。それ故、老人斑及び A沈着物を特異的かつ高感度に検出することが、病
理組織学的診断だけでなく脳実質への A沈着の役割とそれが AD 病理発生にどのよ
うに関与するかを解明する上で重要である。 
 
Ⅲ 研究目的 
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老人斑あるいは神経原繊維変化の検出法としては、Aあるいは tau 特異的抗体を
用いた免疫組織化学が一般的に用いられる。1987 年に、ホルマリン固定パラフィン
包埋切片を用いた A免疫組織化学に対して高度な抗原賦活効果をもたらすギ酸処理
法が開発された 9)。この簡便な方法により、AD 脳における A検出レベルが劇的に向
上した。それ以降、A病理の分野において、抗原賦活法としてギ酸処理法を併用した
A免疫組織化学が標準的に使用されるようになった。しかしながら、この方法が、実
際に存在する A沈着物の全てを余すことなく描出していると保証するものはなく、
より高感度な抗原賦活法が開発される余地があると考える。実際、いくつかの AD 症
例の嗅内皮質において、通常の老人斑よりもサイズが大きく不定形のシミ状に分布す
る A沈着物（fleecy アミロイド沈着物 10））が観察された。この A沈着構造物は、微
弱な免疫反応性を呈しており、全体像をはっきりと認識することが困難であった。こ
のことから、ギ酸処理法による抗原賦活効果では、このような A沈着物が十分に可
視化されていないと考え、従来のギ酸処理法を凌駕するより高感度な抗原賦活法の開
発に取り組んだ。その結果、ギ酸処理法に加え、従来知られている２つの抗原賦活法
を組み合わせることによって、Aの免疫組織化学を従来に比し大幅に向上させること
に成功した。この新たに開発された抗原賦活法により、これまでのギ酸処理法では明
確に検出できなかった無数の老人斑や様々な A構造物の検出感度を向上させること
に成功した。これによって、AD やそのマウスモデルにおける A病理の新たな発見に
繋がることが期待される。 
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Ⅳ 研究方法 
（１）脳標本 
本研究で使用したヒトの脳標本は、AD患者脳（n = 21, 年齢 63-94歳）、非AD患
者脳（n = 58, 年齢 63-102歳）、並びに正常コントロールとして健常若年患者脳（n 
= 6, 年齢 21-38）である。ADの病理診断基準は、高齢者ブレインバンク由来の症例
については診断基準A11）、それ以外の症例については診断基準B12）に基づいた。各症
例の詳細については、表１にまとめた。 
トランスジェニック AD マウスモデルとして、２つの家族性 AD 関連変異（スウェ
ーデン型とロンドン型）を共に有するヒト APPSwe/Lonを過剰発現するトランスジェニ
ックマウスである APP-SL マウス（7-5 系統及び 7-9 系統）13)を用いた。各マウスの
年齢構成は以下の通りである。7-5 系統は、 6 ヶ月齢 (M) (n = 3), 8 M (n = 8), 9 M (n 
= 2), 10 M (n = 2), 11 M (n = 1), 12 M (n = 2), 13 M (n = 4), 15 M (n = 1), 16 M (n = 
3), 並びに 18 M (n = 1) 、7-9 系統は、3 M (n = 3), 6 M(n = 3), 9 M(n = 3), 12 M(n = 
2), 13 M(n = 3), 15 M(n = 1), 16 M(n = 2), 18 M(n = 2), 19 M(n = 1)、並びに 36 M(n 
= 1)である。 
脳組織切片は、ホルマリン固定パラフィン包埋切片を使用した。脳のホルマリン固
定時間は、ヒトにおいては 7-13 日間、マウスにおいては 3-4 日間であった。 
なお、本研究におけるヒト脳組織の使用に関しては、東北大学医学系研究科（平成
20 年 7 月 29 日承認：2008-143）及び東京都健康長寿医療センター研究所の倫理委員
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会の承認を得た後、ヘルシンキ宣言を遵守して行った。動物実験に関しては、大塚製
薬株式会社動物実験に関する指針に従い行った。 
 
（２）抗原賦活法 
Aの標準的抗原賦活法であるギ酸処理法(98％ギ酸[和光純薬工業]、室温、5 分間
のインキュベート)9)を基本に据え、この方法に、他の抗原賦活法を併用し、Aの免
疫反応性を比較検討した。ギ酸処理法以外の抗原賦活法としては、電子レンジ（90℃
に設定、合計約 10 分間）及びオートクレーブ（105℃あるいは 121℃、10 分間）14,15)
を用いて加熱処理を行った。このときに用いた水溶液は、0.05%シトラコン酸無水物
水溶液（和光純薬工業）（pH3.0, pH7.4, pH10.0）16)、10mM EDTA 水溶液（pH3.0, 
pH6.0, pH10.0）、0.1M クエン酸ナトリウム水溶液（pH3.0, pH7.2, pH10.0）17)、pH
を調製した蒸留水（pH3.0, pH7.1, pH10.0）であった。また、プロテアーゼ分解処理
として、PK あるいはトリプシン処理法 (PK [和光純薬工業] 1.0 g/ml 及びトリプシ
ン[和光純薬工業] 100.0 g/ml 濃度に調製した 1.0mM CaCl2/ 50mM Tris pH7.6 溶液
中で 37℃、30 分間インキュベート)を用いた。 
 
（３）免疫染色 
抗 A抗体として、ポリクローナル抗体 470213）（1:1500）とモノクローナル抗体
6E10 (1:2,000-4,000、Senetek, MO)、4G8(1:20,000、Senetek)、A42 特異的抗体
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BC05（1:100000、武田薬品工業）、並びに A40 特異的抗体 BA27（1:5,000、武田薬
品工業）を用いた。Aオリゴマー特異的抗体として、A11 ポリクローナル抗体（1：
10,000、Chemicon, CA）を用いた。抗 tau 抗体として、Tau5 抗体（1：1,000）を
使用した。一連の抗原賦活法適用後の免疫染色法については引用文献 14,15）に準じた。
一部の実験において、ポリクローナル及びモノクローナル抗体による非特異的な免疫
染色性の可能性を排除するために、抗原賦活法による処理を行った後、これらの抗体
を省略し、その他は同手順を踏襲した。 
 
（４）顕微鏡 
  高齢患者脳組織の A沈着量定量に用いた画像に関しては、C9600 NanoZoomer 
（浜松ホトニクス）を用いて、免疫組織化学を行った標本全体をスキャンした後、
NDP.view（浜松ホトニクス）を用いて分析箇所の顕微鏡写真を撮影した。その他の
顕微鏡写真については、Axiophot2 microscope (Carl Zeiss、ドイツ)から得られた画
像を Axio Vision version 4.6.3.0 (Carl Zeiss)を用いて撮影した。 
 
（５）A沈着量の測定
 A沈着量定量分析においては、多様な A沈着程度を有する高齢患者群の脳（n = 
54, 年齢 86.3 [平均値] ± 7.4 [標準偏差] 歳）を使用した（表 1A定量分析の項目が○
の症例を参照）。ヒト脳組織に関しては、ギ酸処理あるいは今回新たに開発した PAF
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法処理を行った後 A免疫組織化学を行った標本について、各症例の紡錘状回の互い
に十分に離れ、比較的 A沈着量の大きなカ所を任意に選択し、顕微鏡像を撮影した。
これらの測定画像の範囲は、1,408 m × 1,874 m であった。マウス脳組織に関して
は、872 m × 1,100 m の大きさの画像を Panorama module of AxioVision version 
4.6.3 (Carl Zeiss)を用いて組み立て、海馬全体の画像を作製した。すべての画像は、
ImageJ version 1.43m (NIH, MD)を用いて、以下の手順により解析を行った。 
① 各未処理の画像は H & E DAB に設定して、colour deconvolution により３つの成
分の画像に分解した。  
② 分解された３つの画像のうち、DAB 成分の画像を選択して、以後の解析に用いた。 
③ 測定閾値は、最小値が０、最大値は視覚的に DAB 染色箇所が最適に選択されるよ
うに設定した。  
④ 閾値内の構造物のうち、脳アミロイド血管症部位及びアーチファクトに関しては、
選択した後、取り除いた。 
⑤ ヒトに関しては、各画像の中心から直径 1,408 m の円を描き、この円領域内を測
定箇所として選択した。マウスに関しては、海馬の周囲を取り囲むように測定範
囲を設定した。 
⑥ これらの測定範囲内に存在する、残りの閾値内構造物について、面積（％）を測
定した。  
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（６）統計解析 
 すべての統計解析は、SPSS statistics version 17.0 (SPSS, IL)を用いて行い、p < 
0.05 を基準として統計学的に有意とした。  
 
Ⅴ 研究結果 
（１）A免疫組織化学に対する高感度抗原賦活法の開発 
より効果的な A抗原賦活法を開発するに当って、私は、ギ酸処理法施行の前段階
に他の抗原賦活法を組み込むことによりギ酸の抗原賦活効果を強化しようと試みた。
このような抗原賦活法として、EDTA 緩衝液中でのオートクレーブ加熱処理(pH6.0, 
121℃)15）及び PK 分解処理を用いた。これらの抗原賦活法をギ酸処理法の前に適用、
あるいは、ギ酸処理法を単独で適用して、数例の AD 患者及び数匹の APP-SL マウス
7-5 系統の脳組織切片について抗 Aポリクローナル抗体 4702 を使用して免疫組織化
学を行った。抗原賦活法を適用せずに 4702 抗体を用いて免疫染色を行ったところ、
実質上 AD 脳では老人斑は検出されず、マウス脳ではわずかに検出されるのみであっ
た（データは省略）。このように、4702 抗体は A抗原賦活効果を容易に評価するた
めに簡便なツールとして利用することができた。
上述した各抗原賦活法の効果について比較検討したところ、両抗原賦活法をそれぞ
れギ酸処理法に先行して併用したところ、効果の多寡はあるものの、いずれの抗原賦
活法もギ酸処理法単独に比して A免疫反応の増強と A沈着量の増大が確認された
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(図 1 の A-C と E-G)。注目すべきことに、ギ酸処理の後に EDTA 緩衝液中でのオー
トクレーブ加熱処理あるいは PK によるタンパク質分解処理を適用して、これらの二
つの抗原賦活法の適用順序を反対にしたところ、ギ酸処理法単独と比較してオートク
レーブの場合にはわずかに増強したのみで、PK の場合には目立った効果は認められ
なかった（図 2）。これらの結果を得て、私はこれら３つの抗原賦活法のすべての組
み合わせを試行した。 そして、PK 処理法（P）、オートクレーブ加熱処理法（A）、
ギ酸処理法（F）の順序で施行すると、二者併用に比して、免疫反応がさらに格段に
増強した（図 1 の B-D と F-H）。ここまでの抗原賦活法適用実験において、大脳皮質
に A沈着を認めない症例の脳組織切片を用いての免疫組織化学を行った結果、い
ずれの方法においても、ほとんど免疫反応性は認められなかった（図の I-L。 
次に、この PAF 法の普遍的応用を担保するために、他の A抗体を用いてその抗原
賦活効果を検討した。使用した 6E10（図 3 の A,B,E,F）と 4G8（図 2 の C,D,G,H）
抗体について、PAF 法は、その増強効果の大小はあるものの、ギ酸処理法単独に比し
て大幅に免疫反応を増強することを確認した。PAF 法を用いた A免疫組織化学の手
順において、ポリクローナル及びモノクローナル一次抗体を使用しなかった場合、完
全に免疫染色性が消失した（データは省略）。これにより、PAF 法による免疫反応の
増強及び顕在化は非特異的な染色によるものではないことが明らかになった。これら
の結果により、PAF 法の普遍的応用の可能性が確認された。 
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(2)PAF 法を用いた A免疫組織化学による AD 脳の解析 
 PAF 法あるいは、ギ酸処理法による前処理を適用した AD 脳の連続切片に対して
A免疫組織化学を行い、病理学的に A沈着物を観察し、これら２つの抗原賦活法の
比較を行った（図）。PAF 法による前処理を行った切片の大脳皮質及び海馬において、
より大きな Aプラーク（直径 > ~15m）は、明らかな数の増加は認められなかった
が、免疫染色性が増強し、その輪郭は大きくなった。PAF 法による効果が顕著であっ
たのは、ギ酸処理法では検出できない無数の微小（直径 < ~15m）細顆粒状プラー
ク（以降「微小プラーク」と呼称）が検出されたことであった（図１の A と D、及び
図 4 の A-D）。このように、PAF 法を用いた結果から、AD 脳の大脳皮質と海馬にお
いて、従来のギ酸処理法を適用とした場合と比較して、実際には数段多い Aプラー
ク沈着物が存在していることが明らかになった。そして、なかでも微小プラークは、
A沈着量の増加と共により多く観察され、脳標本中の A沈着量内の相当量を占めて
いることが確認された（図 5）。
また、PAF 法適用時の海馬台に隣接する嗅内皮質において、その質感には差がある
ものの顆粒状もしくは、びまん性 A沈着物で構成される大きく、不定形の A沈着物
が検出された。 これらの fleecy A 沈着物 10）は、軟膜下層付近から皮質深部にかけ
て分布していた（図 4 の G と H）。これらの A沈着物は、ギ酸処理法を行った場合
においては、明確には全体像が描出できなかった（図 4 の E と F）。大脳白質におい
ては、少量のびまん性あるいは顆粒状の A沈着物が存在することがこれまでに報告
12 
 
されている）が、PAF 法を用いることにより免疫反応性が増強され、大脳白質に
より多くの顆粒状 A沈着物が存在することが明らかになった（図 4 の I-L）。さらに、
PAF 法により大脳皮質軟膜下層に存在するリボン状浸潤物及び脳アミロイド血管症
の A免疫反応性も同様に増強された（図 6）。このように、PAF 法を用いることによ
り、様々な形態の A沈着物の検出感度を劇的に向上させることができた。 
 
(3)PAF 法による AD マウスモデル脳の免疫組織化学的解析 
私は、AD 脳と同様に AD モデルである APP-SL マウスの脳について研究を行った。
従来のギ酸処理法を用いた A免疫組織化学で検討した APP-SL マウスでは、9 ヶ月
齢で A沈着が主に海馬、大脳皮質に出現し始め、加齢に伴って増加する 13）。今回の
ギ酸処理法を適用した A 免疫組織化学実験においても、約 9 ヶ月以前の若い
APP-SL マウスでは A 沈着の出現は認められなかった。これらの若齢マウスに PAF
法を用いた A免疫組織化学を行った場合においても、A沈着を早期に発見すること
はできなかった。この結果、ギ酸処理法を用いた A免疫組織化学を行い、Aの沈着
が未検出と評価されたマウスに対して、PAF 法を適用しても新たな A沈着を検出す
るには至らなかった。このように、これらの２つの抗原賦活法は A沈着出現の有無
を確認する能力においては、差がないということが明らかになった。一方で、ギ酸処
理法を用いて A沈着の検出が認められたより高齢のマウスにおいては、PAF 法の抗
原賦活はギ酸処理法と比較してより効果的であった。この免疫染色性の増強により、
13 
 
Aプラークに関して大きさの拡大と数及び免疫染色強度の増加といった特徴が見ら
れた（図の E と H、図 3 の E-H）。とりわけ、AD 脳の場合と同様の形態学的特徴
を持つ微小 Aプラークが認められた。これらの微小プラークは、相当量の A沈着量
を有する脳標本中で観察され、AD 脳と同様に主に A沈着量の増加と共に多く見られ
た（図 7）。A の沈着が最初に現れる 9 ヶ月齢の APP-SL マウスにおいて、ギ酸処
理法で評価した場合、A 沈着物は真偽の判別が容易でない事例が頻出したが、PAF
法を適用した場合、明瞭な A沈着物として可視化することができた（図 8）。このよ
うに、AD マウスモデル脳の A沈着早期診断に関しても、PAF 法はギ酸処理法と比
較して、A 免疫組織化学の抗原賦活効果における優位性を有していた。PAF 法に基
づいた今回の結果から、従来のギ酸処理法を用いて行われてきたこれまでの免疫組織
化学的研究は、A沈着量の定量性において過小評価されており、実際にはこれまで考
えられていた以上に AD とそのマウスモデルには大量に Aが蓄積していることが明
らかになった。また、PAF 法適用により微小プラークの存在が明らかとなったが、
AD とそのマウスモデルにおいて、このプラークが果たすその A病理学的役割につい
ては依然不明である。 
 
(4)PAF 法による A抗原賦活効果の評価 
 PAF 法あるいはギ酸処理法を適用して免疫組織化学を行った連続切片について、そ
の A沈着量の定量を行い、その定量的データに基づいてこれら２つの抗原賦活法の
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比較を行った。高齢ヒト脳組織の紡錘状回に関して、PAF 法を適用した場合の A 沈
着物検出量は、ギ酸処理法を適用した場合の A 沈着物検出量と有意な相関関係が認
められた(図 9 の A, p = 9 × 10-69)。ギ酸処理法と比較した場合、PAF 法の抗原賦活効
果は有意に大きく、中央値で 1.86 倍の大きさであった(図 9 の C, p = 2 × 10-28)。 
また、APP-SL マウスの 7-9 系統において、海馬全体について定量的解析を行った
結果も同様に、PAF 法を適用した場合の A 沈着量はギ酸処理法を適用した場合の
A沈着量と有意な相関関係が認められた（図 9 の B、p = 0.003）。ギ酸処理法との
比較において、その抗原賦活効果は有意に大きく、中央値で 4.64 倍の効果が認めら
れた（図 9 の D, p = 0.01)。 
 
（５）PAF 法のアルツハイマー病に関連する他の因子に対する免疫組織化学への応用 
 PAF 法の他のアルツハイマー病関連抗原タンパク質への応用を考え、tau タンパク
質に対する免疫組織化学を検討した。tau に対する標準的な抗原賦活法である EDTA
水溶液を用いてのオートクレーブ加熱処理と PAF 法を AD 患者脳組織切片において
比較したところ、PAF 法を用いた場合には神経網に存在する tau である糸屑状構造物
の染色強度向上が認められたが、神経細胞内で過リン酸化し、高度に凝集して存在す
る tau である神経原線維変化及び neuritic plaque 中に存在する tau の染色強度低下
が認められた（図 10）。 
 次に、PAF 法を用いて可溶性で毒性が高い Aオリゴマーに対する免疫組織化学を
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試行した。PAF 法とギ酸処理法を比較した結果、ギ酸処理法では検出されなかった神
経細胞内の免疫染色性が得られた（図 11）。しかし、この免疫染色性が Aオリゴマ
ー特異的な染色に由来するものであるという確証を得ることはできなかった。 
 
（６）ギ酸処理法との組み合わせにおける加熱処理及びプロテーゼ処理の再検討 
 A免疫組織化学において、ギ酸処理法と組み合わせるプロテーゼ処理として PK が
最適かどうかを検証するためにトリプシンとの比較を行った。アルツハイマー病患者
脳組織切片を用いて実験を行った結果、100g/ml トリプシンの方が 1.0g/ml PK よ
りも免疫染色性が高いことから、より抗原賦活効果が高いことが明らかとなった（図
12 の A-C）。 
次に、A免疫組織化学前に適用されるギ酸処理法と組み合わせる加熱処理において、
最適な温度、pH、水溶液の組み合わせの探索を行った。0.05%シトラコン酸無水物水
溶液（pH3.0, pH7.4, pH10.0）16)、10mM EDTA 水溶液（pH3.0, pH6.0, pH10.0）、
0.1M クエン酸ナトリウム水溶液（pH3.0, pH7.2, pH10.0）17)、pH を調製した蒸留水
（pH3.0, pH7.1, pH10.0）の各 3 種類の pH の水溶液を用いて、90℃の電子レンジ加
熱処理、105℃及び 121℃のオートクレーブ加熱処理を試行した。得られた免疫染色
強度、非特異的な染色性の有無、組織の損傷程度を比較した結果、0.05%シトラコン
酸無水物水溶液においては、pH7.4, 105℃、10mM EDTA 水溶液においては、pH6.0, 
121℃、蒸留水においては、pH10.0, 121℃、0.1M クエン酸ナトリウム水溶液におい
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ては、pH7.2, 121℃が最適であった。これらの各水溶液を用いたオートクレーブ加熱
処理をギ酸処理法と組み合わせて、AD 患者脳組織切片を用いた A免疫組織化学を行
った結果、0.1M クエン酸ナトリウム水溶液で最も高い染色強度が得られ、それに続
いて 10mMEDTA 水溶液で高い反応性が得られた（図 12 の A と D-G）。しかし、ク
エン酸ナトリウム水溶液では、やや組織の損傷が認められる傾向があり、EDTA 水溶
液ではヘマトキシリン染色濃度が低下する傾向が見られた。 
 
Ⅵ 考察 
免疫組織化学に関する研究において、アルデヒド固定あるいはパラフィン包埋過程
による抗原の遮蔽が問題となる。この問題を解決するために、酵素分解、ギ酸処理法、
高温加熱処理といった抗原賦活法が開発されてきた。これらの内、当初はプリオンタ
ンパク質や Aといった脳アミロイド及び、アミロイド A やプレアルブミンといった
全身性アミロイドに対する免疫反応性の向上を目的として開発されたギ酸処理法 9)が
Aに関しては主に使用されている。一方で、水和オートクレーブ加熱処理）は、最
初に行われた高温加熱に基づく抗原賦活技術でオートクレーブだけでなく、電子レン
ジ、圧力調理法、蒸し器、水浴などを利用して、幅広い抗原に対して応用されてきた。 
ギ酸による A抗原賦活は、強酸性加水分解によって Aアミロイド重合体の立体構
造がほどけ、A抗原が露出することに起因すると考えられている 9)。また、NMR に
よる分析から、ギ酸によって Aペプチド中のセリン残基がエステル化され、アミロ
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イド重合体の立体構造が変化することも示唆されている 21)。 
高温加熱処理に関する抗原賦活メカニズムの可能性としては、 (1)ホルマリン固定
によって形成された抗原タンパク質架橋結合の破壊、(2)加水分解、(3)組織切片の水
和性向上に伴う抗原エピトープに対する抗体の透過性向上、などが考えられている。
さらに、高温加熱処理においてキレート試薬を使用することにより、抗原タンパク質
を遮蔽している2価及び3価の金属イオンが除去されることも抗原賦活の一因となる
15, 23, 24)。 
これら二種の抗原賦活法の仕組みを統合すると、A の抗原賦活効果を向上させる
目的でギ酸処理法適用に先行して EDTA を用いたオートクレーブ高温加熱処理 13）を
行った場合にはその抗原賦活効果により、ギ酸が組織切片中の暴露された A 繊維ま
で容易に到達するだけの透過性が生じると考えられる。同様に、ギ酸処理法に先行し
て PK による酵素分解を適用した場合において、A繊維周囲を遮蔽しているタンパク
質分解に関与し、Aアミロイド重合体を暴露し、ギ酸がより直接的に作用したと考え
られる。 
要するに、EDTA オートクレーブ処理及び PK 分解処理はギ酸の A繊維への接触
を補助する結果として、ギ酸の A可溶化効果が強化されると考える。実際、我々は
EDTA オートクレーブ処理もしくは、PK 分解処理の前にギ酸処理法を行うと、ギ酸
による免疫反応性の増強が十分に示されないことを確認しており、このことは前述の
仮説を支持するものと考えている（図 2）。
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これまでの他の研究と今回の私の結果を勘案すると、PK 分解処理と EDTA オート
クレーブ加熱処理では、A 免疫反応性上昇効果への増強の仕組みが明らかに異なっ
ていると考える。すなわち、ギ酸処理法に対する PK 分解処理あるいは EDTA オート
クレーブ処理の両者の組み合わせにおいて、ギ酸による A免疫反応性上昇効果への
両抗原賦活法による増強は同等というよりは相補的であると考える。そして実際に、
PK 分解処理、EDTA オートクレーブ処理、ギ酸処理法の三重の組み合わせは、二重
の組み合わせに比して A 免疫反応性上昇効果のさらなる増強をもたらした。 
ホルマリン固定により形成される抗原間の架橋を破壊する方法を抗原賦活法と定
義する場合において、従来のアミロイド可溶化により免疫反応性を上昇させるギ酸処
理法は抗原賦活法に分類されないかもしれない。しかし、今回私が開発した PAF 法
は、オートクレーブ加熱処理がホルマリン固定の影響により架橋を形成した A抗原
に直接作用し抗原賦活化することにより、その後のギ酸処理法によるアミロイド可溶
化を促進する可能性も十分に考えられるので、抗原賦活法であると言えるかもしれな
い。
オリゴマー特異的抗体である A11 抗体を用いた免疫組織化学に PAF 法を適用し
た場合において、神経細胞内に免疫染色性が認められた（図の）。その一方で、
ギ酸処理法のみを適用した場合においては、認めることはできなかった（図の）。
今回の研究において、この神経細胞内の免疫反応がオリゴマーに由来するものであ
ると結論付けることはできなかった。しかし、ギ酸処理法の不溶性アミロイド可溶化
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効果は、元来可溶性であるオリゴマーには無効であることを考慮すると妥当な結果
と考えられる。すなわち、PAF 法の Aオリゴマーの抗原賦活化過程においては、ギ
酸処理法による A可溶化効果よりも、オートクレーブ加熱処理の抗原賦活効果の方
が取り分け重要であると考える。また、Aオリゴマーの抗原賦活化においては、プロ
テーゼ分解処理もある程度の有効性があるかもしれない。 
PAF 法適用により検出される A 沈着量は恒常的かつ有意にギ酸処理法適用により
検出される A 沈着量よりも大きかった。私は、PAF 法は現在のところ最も高いレベ
ルの A 抗原賦活効果を有し、従来のギ酸処理法にとって代わる新たな抗原賦活法と
なりうるものと考える。 
 
Ⅶ 結論 
この強力な PAF 法はこれまでで最高レベルの A 抗原賦活効果を有している可能
性があり、従来のギ酸処理法では検出が困難であった多量の老人斑や様々な形態の
A 沈着物の検出を可能とした。それ故に、PAF 法は AD とそのマウスモデルの A 病
理において、高感受性免疫組織化学的手法として利用され、新たな知見に貢献できる
可能性を有すると考える。 
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Ⅹ 図 
（１）図 1：ギ酸処理法を応用した A 抗原賦活効果の増強。 
各抗原賦活法適用後、抗A4702抗体を用いて免疫組織化学を行った。略語はAD(ア
ルツハイマー病患者の脳組織）、APP-SL(APP-SL マウスの脳組織)、FA(ギ酸処理法：
A、E、並びに I)、PK/FA(PK 分解処理後にギ酸処理法：B、F、並びに J)、AC/FA(オ
ートクレーブ処理後にギ酸処理法：C、G、並びに K)、PK/AC/FA(PAF)(PK 分解処
理、オートクレーブ処理、ギ酸処理法の順序で適用：D、H、並びに L)をそれぞれ示
す。A-D は 74 歳男性 AD 患者（症例 11）、E-H は 12 ヶ月齢 APP-SL マウス、I 及び
L は 35 歳男性の陰性コントロール（症例 82）、J 及び K は 71 歳男性の陰性コントロ
ール（症例 74）のそれぞれ脳組織連続切片である。撮影箇所は、側頭葉（A-D）、海
馬（E-H、J、並びに K）、大脳皮質（I 及び L）である。スケールバーの長さは 200m
に相当する（A-L）。 
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（２）図 2：ギ酸処理法を先行させた二重抗原賦活法における A抗原賦活の限定的
効果。 
 70 歳女性アルツハイマー病患者（AD、症例 16）及び 13 ヶ月齢 APP-SL マウス
(APP-SL)脳組織の連続切片に、ギ酸処理法単独（FA）、ギ酸処理に続いて PK タン
パク分解処理（FA/PK）、ギ酸処理に続いてオートクレーブ処理（FA/AC）を各々適
用後、4702 抗体を用いて免疫組織化学を行った。撮影箇所は、側頭葉（A-C）及び海
馬とその周辺部（D-F）である。スケールバーはそれぞれ 200m に相当する（A-C
と D-F）。 
 
（３）図 3：A免疫組織化学における PAF 法の普遍的適用性。 
 6E10 と 4G8 は A 免疫組織化学において用いたモノクローナル A抗体名を表す。
適用した抗原賦活法は、ギ酸処理法単独（FA）及び PK 分解処理、オートクレーブ
加熱処理、ギ酸処理法の３つをこの順序で併用した PAF 法（PAF）である。A-D は
図 1 の A-D と同一 AD 患者の脳組織（74 歳、男性、症例 11）であり、A と B 及び C
と D がそれぞれ同一標本連続切片である。E-H は APP-SL マウスの脳標本である。
E と F（16 ヶ月齢）及び G と H（15 ヶ月齢）はそれぞれ同一標本連続切片である。
撮影箇所は帯状回（A と B）、前頭皮質（C と D）、並びに海馬（E-H）である。スケ
ールバーは 200m に相当する（A-H）。 
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（４）図 4：PAF 法により抗原賦活効果を増強させた AD 脳組織の A病理形態。 
PAF 法を適用した結果容易に検出可能となった微小 Aプラーク（A-D）、fleecy A
沈着物（）、白質の A沈着物（I-L）を示した。A-D は 72 歳女性（症例 15）、E-H
は 74 歳男性（図 1 と図 2 の AD 症例と同一、症例 11）、I-L は 78 歳女性（症例９）
のそれぞれ AD 患者の脳組織標本連続切片である。各症例の連続切片は、ギ酸処理法
単独（FA：A, B, E, F, I, 並びに J）もしくは PAF 法(PAF：C, D, G, H, K, 並びに L)
適用後 4702 抗体を用いて A免疫組織化学を行った。撮影箇所は、前頭皮質（A-D)、
嗅内皮質（E-H）、並びに前頭白質（I-L）である。B, D, F, H, J、並びに L は、A, C, E, G, I、
並びに K の長方形で囲った部位をそれぞれ拡大した顕微鏡像である。スケールバーは、
200m (A, C, I,並びに K)、 50 m (B, D, F,並びに H)、100m (E及び G)、 20 m (J
及び L)に相当する。 
 
（５）図 5：高齢者ヒト脳組織において微小プラーク量は A沈着量と共に増加する。 
 各高齢者症例の脳組織連続切片をギ酸処理法単独（FA）あるいは PAF 法(PAF)適
用後、4702 抗体を使用して免疫組織化学を行った。各症例は非 AD75 歳男性（症例
70、A と E）、非 AD91 歳女性（症例 36、B と F）、非 AD89 歳女性（症例 38，C と
G）、非 AD83 歳男性（症例 55，D と H）である。撮影箇所はいずれも紡錘状回であ
る。スケールバーは 300m に相当する。 
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（６）図 6：PAF 法により免疫反応性が向上した A沈着構造物。 
 83 歳男性（症例 55、A と B）及び 70 歳女性アルツハイマー病患者（C と D；図 2
の A-C 及び図 5 の A と B、と同じ症例 16）の脳組織切片をギ酸処理法単独（FA）あ
るいは PAF 法(PAF)を適用後、4702 抗体を使用して Aに対する免疫組織化学を行っ
た。撮影箇所は、いずれも側頭葉である。PAF 法により免疫反応性が向上した脳アミ
ロイド血管症（A と B）及びリボン状浸潤物（C と D）をそれぞれ矢印で示した。ス
ケールバーは、100m（A と B）及び 50m（C と D）に相当する。 
 
（７）図 7：AD マウスモデル脳組織において微小プラーク量は A沈着量と共に増加
する。 
 各個体の脳組織連続切片をギ酸処理法単独（FA）あるいは PAF 法(PAF)適用後、
4702 抗体を使用して免疫組織化学を行った。各個体は 14.8 ヶ月齢（A と E）、17.9
ヶ月齢（B と F）、17.9 ヶ月齢（C と G）、35.7 ヶ月齢（D と H）である。撮影箇所
はいずれも海馬である。一部、微小プラーク存在箇所を矢頭で示した。スケールバー
は 800m（A-C と E-G）及び 1.00mm(D と H)に相当する。 
  
（８）図 8：PAF 法は A沈着開始の早期判別に有用である。 
 最も早期にA沈着物が検出されるヶ月齢APP-SLマウス脳組織連続切片をギ酸処
理法（FA：A と C）あるいは PAF 法（PAF：B と D）を適用後、4702 抗体を用い
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て A免疫組織化学を行った。早期判別（と）及び早期検出（D)された A沈着物
を矢頭で示した。 撮影箇所は、梨状葉皮質（と）及び海馬（C と D）である。
スケールバーは、100m に相当する（A-D）。 

（9）図 9：PAF 法の A抗原賦活効果はギ酸処理法のそれを超越する。 
 (A と B) ギ酸処理法あるいは PAF 法を適応した A免疫組織染色を行った各高齢ヒ
ト症例の紡錘状回（A）と各 APP-SL マウスの海馬（B）における A沈着量(%)を定
量した。各ヒト症例あるいは各マウス個体について、ギ酸処理法による A沈着量(%)
に対する PAF 法による A沈着量(%)をプロットした。高齢者脳（スピアマンの順位
相関係数は rs = 0.92; p = 9 × 10
-69）及びマウスモデル脳（rs = 0.80; p = 0.003）共に、
これら２つの抗原賦活法使用により検出されたそれぞれの A沈着量間に有意な相関
関係が認められた。(C と D) 高齢ヒト脳組織及びマウスモデル脳において、PAF 法
の A抗原賦活効果はギ酸処理法よりも有意に大きい。高齢ヒト脳組織について、PAF
法を適用して検出された A沈着面積は、ギ酸処理法を適用（破線レベル：1.00）し
た場合と比較して、25 パーセンタイルにおいて 1.59 倍、50 パーセンタイルにおいて
1.86 倍、75 パーセンタイルにおいて 2.31 倍であった（C）。マウスモデル脳につい
ては、25 パーセンタイルにおいて 3.78 倍、50 パーセンタイルにおいて 4.64 倍、75
パーセンタイルにおいて 12.32 倍であった（D）。データは箱ひげ図で示した。外れ
値である 10 箇所 (C, ≥ 3.39) と 1 個体 (D, = 92.79)についてはプロットを省略した。
29 
 
**p = 2 × 10-28, *p = 0.01（ウィルコクソン符号順位検定）。n = 162 (A と C；54 症例
から各 3 箇所)、n = 11(B と D)。   
 
（10）図 10：PAF 法の tau 免疫組織化学への適用により得られた神経網特異的な抗
原賦活増強効果。 
（A-D）74 歳男性 AD 患者（症例 11）の側頭葉について、抗 tau 抗体である Tau5
を用いて免疫組織化学を行った。A は EDTA 溶液を用いてのオートクレーブ加熱処
理（AC）、B は PAF 法（PAF）を適用した後、免疫組織化学を行った連続切片の同
一箇所である。neuritic plaque 中に存在する tau を矢印（A と B）、神経原線維変化
を矢頭（C と D）で示した。神経網で広範囲に見られる染色は、糸屑状構造物である。
C と D は、それぞれ同一箇所で A と B の四角で囲った範囲の拡大像である。スケー
ルバーは、A と B が 200m、C と D が 50m に相当する。 
 
(11) 図 11：PAF 法の Aオリゴマー特異的免疫組織化学への適用により得られた神
経細胞内の免疫染色性。
A と B74 歳 AD 患者（症例 11）の側頭葉について、Aオリゴマー特異的抗体で
ある A11 を用いて免疫組織化学を行った。A はギ酸処理法（FA）、B は PAF 法（PAF）
を適用した後、免疫組織化学を行った連続切片の同一箇所である。免疫染色性を呈し
た神経細胞の一部を矢頭で示した。スケールバーは、50m に相当する。 
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（12）図 12：A免疫組織化学に適用するギ酸処理法と組み合わせる加熱処理用水溶
液、及びタンパク質分解処理用プロテーゼの再検討。 
（A-G）4702 抗体を用いた A免疫組織化学において、のギ酸処理法単独（FAとギ
酸処理法適用前に、の PK 処理法（PK/FA）、C の Trypsin 処理（Trypsin/FA）、D
の蒸留水加熱処理（DW/FA）、E のシトラコン酸無水物水溶液加熱処理（CA/FA）、F
の EDTA 水溶液加熱処理（EDTA/FA）、G のクエン酸ナトリウム水溶液加熱処理
（SC/FA）を行った場合の抗原賦活効果を比較した。脳組織連続切片は 70 歳女性の
AD 患者（症例 16）の側頭葉を用いた。スケールバーは、200m に相当する。
 
XI 表 
（１）表 1：実験に用いた症例の詳細 
 便宜上設定した症例番号、AD、非 AD、並びに健常若年患者の分類、死亡時年齢、
性別、死後時間、大脳皮質における Aプラークの有無、主な神経病理学的診断結果
（特に診断の記載がない症例に関しては、主な死因を記載）、アルツハイマー病の罹
病期間、AD の診断基準、プラークの定量的分析を行った（○）か否かの各項目に
ついて表としてまとめた。ただし、一部の項目については不明な症例も存在した。
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